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Abstract In  this  experimental  project  the  hydrolysis  of  cellulose  substrates  with  varying crystallinity  is  catalysed by  the  processive  cellobiohydrolase Cel7A  and monitored  real time by measuring the change of product concentration using an amperometric biosensor. The crystallinity variance is obtained by introducing a modified RAC method: using five different phosphate acid (PA) concentrations (77%, 79%, 81%, 83% and 85%) to modify the cellulose model Avicel. Data from two hydrolysis trials show a significant deviation in the hydrolysis  rate between a pure Avicel  sample and  the  five modified Avicel  samples while no significant deviation among the five RAC‐modified Avicel samples seems present. The  crystallinity  variance  among  all  six  samples  is  indicated  by  a  Congo  red  dye adsorption study, which suggest that on a rough scale only three significantly crystallinity variances is obtained. Hereof sample 81, 83 and 85 (81, 83 and 85 % PA) represent the lowest  crystallinity  degree.  These  results  compared  with  the  hydrolysis  results  are equivocal  as  the  literature  prescribes  the  hydrolysis  rate  to  increase  with  decreasing crystallinity  (Hall,  Bansal  et  al.  2010);  (Lynd,  Weimer  et  al.  2002).  In  the  effort  to understand  this  data  a  hypothesis  is  suggested  on  an  arbitrary  basis.  This  hypothesis suggests  that  the  relatively  low  applied  Cel7A  concentration  is  exposed  to  an  identical amorphous  cellulose  surface within  all  the modified  Avicel  samples  and  this  cause  the equivalent  hydrolysis  rates.  It  is  important  to make  clear  that  this  hypothesis  has  only been  suggested  and  no  thorough  research  on  this  area  has  been  conducted.  Finally  an attempt of fitting the kinetic model, proposed by Praestgaard et al., to the hydrolysis data has been carried out. A large degree of noise and a lack of the ability of monitoring the so‐called burst phase (an equivalent to the rate retardation) in the raw data have made the fitting impossible in this project. 
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Preface This project is carried out with the experimental work carrying weight. The experimental part  is  worked  out  from  medio  February  to  medio  Maj  2011  with  an  estimated laboratorial  time  of  over  150  hours.  Especially  a  failed  implementation  of  cellobiose biosensors  and  method  modification  of  an  adsorption  study  has  emerged  to  be  time‐consuming. The arrangement of this report is inspired by the structure of a scientific article. First the subject  field  is  introduced  in  a Background  section  followed by  an  Introduction  section introducing the problem area. Secondly, the experimental setup is outlined, and after this the  result  will  be  introduced  and  discussed  in  the  Results  and  discussion  section.  For further access into the experimental work the section Method and materials is included. Reference  citations  is  entered  before  full  stop  marks  if  only  referring  to  the  current sentence, while reference citation entered after a full stop mark refers back, to the latter part section or back until other reference citation is entered. I will  like  to  thank my supervisor  Jens Elmerdahl Olsen  for his great supervision  in  the laboratory and his persistent support of the project. 
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1. Introduction 
Cellulose Cellulose  is  the most  common  organic  compound  on  earth  as  plants  on  a  global  scale produce  about  100  billion  tons  every  year  (Neil  A.  Campbell  2008).  It  serves  as  a structural  element  in  plant  cell  walls  together  with  hemicellulose  and  lignin  in  long matrixes  called  lignocellulose.  The  ratios  of  contents  of  these  three  components  differ within  species,  and  the  cellulose  is  estimated  to  contribute  with  38–50%  of  the  total matrix mass (Ritter 2008). Cellulose is a linear unbranched homopolysaccharide build by repeating D‐glucose units similar to starch. Unlike starch these units are joined together by 𝛽1,4‐glycosidic bonds and due to this ordered 180° with respect to its neighbours, as seen in figure 1 (David L. Nelson 2008). This conformation induces all hydroxyl groups to either  interact  with  neighbouring  units  or  orientate  against  the  surroundings.  This facilitates  hydrogen  bonds  and  van  der  Waals  interactions  within  both  neighbouring units and between cellulose chains forming stable water‐insoluble supramolecular fibres (David L. Nelson 2008). 
 
  The  chain  length or DP  (degree of polymerization) varies with  its origin.  In  the  case of cotton the DP is typically ranging from 800‐17000 and for wood it is 300 to 700 d‐glucose units  (Klemm,  Heublein  et  al.  2005).  The 𝛽  1,4‐glycosidic  linkages  make  cellulose infeasible for most animals to digest due to a lack of enzymes capable of hydrolyse the 𝛽 1,4‐glycosidic (cellulases).  
Use potential The  abundant  existence  of  cellulose  from  lignocellulose  makes  it  a  major  biomass potential.    Bio  refuse  is  used  for  energy  production  within  direct  incineration. Furthermore it has long been recognized as a potential sugar source for fermentation to sustainable bioethanol (John Houghton, Sharlene Weatherwax et al. 2006). In converting cellulose  into  sugars  applicable  for  fermentation  (glucose)  the  cellulose  needs  to  be hydrolysed.  Enzymes  can  catalyse  this  process,  but  the  complexity  of  the  native lignocellulose implies that the right mixture of enzymes cooperate in a complex synergy if 
Figure 1: Cellulose strands is a polysaccharide consisting of cyclic forms of D‐glucose units ordered 180 degrees relative to its neighbours. A pair of neighbours are here encircled and is called cellobiose if isolated from the strand (Zhang and Lynd 2004). 
     6 / 28 
an efficient process is wanted. The complexity of the lignocellulose has turned out to be a big  challenge  for  the  commercialization  of  an  enzyme‐based  technology.  Another  and maybe an even greater bottleneck is the activity of the cellulases. Both the fundamental understanding and the application of the enzyme hydrolysis on isolated cellulose chains (model  substrates)  have  turned  out  to  be  a  major  challenge.  (Banerjee,  Mudliar  et  al. 2010) 
Cellulases Cellulases  are  found  in  microorganisms,  mainly  fungi  and  bacteria,  and  it  is  general accepted  that  more  than  one  type  of  enzymes  work  together  in  close  cooperation  to hydrolyse  the native cellulose.  It  requires a minimum of  three  types of enzymes: 𝛽‐1,4‐endoglucanases, 𝛽‐1,4‐exoglucanases,  and 𝛽‐glucosidases.  In  short,  the  endoglucanases (EGs)  cleavage  the  cellulose  at  various  sites  and  thereby  the  total  number  of  strands increases. The exoglucanses  (CBH = cellobiohydrolases) work  to cleavage cellulose  into cellobiose, and the 𝛽‐glucosidases (BG) catalyses cellobiose into glucose. The CBH works processively, which means, it moves from one end along the strand sequential cleaving of cellobiose  sugars.  (Shawn  D.  Mansfield  1999)  The  rate  of  the  cellulase  catalysed hydrolysis process is in experiments typically observed to have a rapid decline premature in  the  progress.  This  is  current  even  though  these  experiments  are  proceeding  with plentiful of pure cellulose (model substrates) and under conditions where the product is continuously decomposed to avoid product inhibition. The origin of this slowdown is not yet identified, but scientific articles discussing this particularly problem has tripled over the last three years. In research where products inhibition are alleviated, pure cellulose substrate is used to exclude lignin inhibition and only one enzyme hydrolysis is studied, the  discussion  relates  to  following  inhibitor  factors:  Enzyme  deactivation,  substrate crystallinity,  substrate  accessibility  changes,  substrate  reactivity  changes,  and  fractal nature of the reaction (Bansal, Hall et al. 2009).  
Point of departure  Recently two research groups have independently proposed models that suggest similar answers to why the above‐mentioned rate retardation is seen. It can be explained by the fact that CBH on its processive run meets an obstacle and gets stuck. This suggests that after all enzymes have bond to the substrate, the rate will depend on how fast the enzyme in  its  waiting  position  will  deadsorb  and  again  be  available  for  new  substrate  to  be hydrolysed. (Jalak and Väljamäe 2010; Praestgaard, Elmerdahl et al. 2011)  The  work  undertaken  by  the  Research  unit  for  biomaterials  at  Roskilde  University (Praestgaard, Elmerdahl et al. 2011) is the point of departure of this experimental project. Praestgaard, Elmerdahl et al. propose a mathematic kinetic model to describe the kinetics of CBH’s. This model is based on classical burst phase theory for soluble substrates and modified  to  account  for  processive  enzymes  working  on  insoluble  substrates.  In  the classical  burst  phase  theory  a minority  of  enzymes working with  soluble  substrates  is 
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also observed to have a premature rate decline, which alternatively can be construed as a initially burst. The burst is governed by the enzyme mechanism that, common for these enzymes,  implies  that  the  enzyme  after  its  first  turnover  has  a  slow  recovery  process. This  entails  that  the  catalysed  process  is  running  quickly  in  the  pre  steady  state  until every enzyme has made its  first turnover. After this,  the rate  is determined by the slow recovery mechanism. (David L. Nelson 2008) 
 
 To  account  for  the  characteristics  of  the  processive  enzymes  working  on  insoluble substrates,  the  CBHs  processive  action  and  ability  to  adsorb  onto  the  substrate  are incorporated in the model. Furthermore, they incorporate a reversible inactivation factor, which accounts for this recent suggestion that the enzymes can meet an obstacle and get stuck on the insoluble substrate. In this present work the model has been tested against experimental  data.  This was made  possible  by  introducing  real  time measurements,  in this  case  calorimetric measurements  (ITC).  The model  is  found  to  account well  for  the hydrolysis by numerical fitting done by manually adjusting the parameters of the model by trial an error. The model is based on following reaction sequence: 
 
Figure 3: In the first step the free enzyme E combines with the cellulose strand Cn . The rate of this process is governed by the k1 as a function of [S0]. The enzyme‐substrate complex will now either dissociate back to its origin or start catalyse the hydrolysing process. These two processes remain possibilities throughout the “complete” hydrolysis and they are governed by the k3 (k‐1 in the first step) and k2 respectively. Over time the enzyme is slowly irreversible inactivated and this process is govern by the k4. The parameter n is the length in d‐glucose units for the obstacle‐free path (Equation 7 ‐ Praestgaard et al. 2011). The  equation  outlines  the  kinetic  path  of  the  processive  nature  of  the  enzyme  on  the cellulose substrate. It considers an enzyme E that combines at the reducing end with the water‐insoluble  cellulose  Cn.  The  enzyme  now  either  dissociate  due  to  k‐1  or  start catalysing the hydrolysis process of the cellulose strand in a rate governed by k2. During the process the enzyme chance of dissociation from the cellulose strand is governed by k3. 
Figure 2: In the pre steady state the catalysed process is running quickly until every enzyme has 
made its first turnover. After this, the rate is determined by a slow recovery mechanism. 
(Vickers 2008) 
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In  the underlying mathematics  for  the model  the  factor n  is  incorporated, which  is  the mean number of cellobiose units produced before the enzyme meets an obstacle on the insoluble substrate and gets stuck.  One  of  the  complications  of  analysing  the  burst  phenomena  has  been  the  difficulty  in measuring the catalytic constants associated with this. The presence of multiple binding modes  between  CBH  and  cellulose  and  the  restricted  conditions  in  the  solid–liquid interface  signify  that  the  kinetic  does  not  obey  Michaelis–Menten  kinetics.  (Jalak  and Väljamäe 2010) This model, in relation to real time data, can be seen as an important tool to  understand  and  to  quantify  these  constants.  The most  difficult  parameter  to master and  understand  is  turned  out,  not  surprisingly,  to  be  the  obstacle‐free  path  n  and  the Praestgaard et al. research unit argues that more investigations on particularly different types  of  substrates  are  required.  This  project  aims  to  do  so  by  conducting  real  time kinetic  analysis  of  CBH  hydrolysis  of  substrates  made  from  Avicel  with  varying crystallinity.  In during  so,  it  is  hoped  to  see,  how  this  reflects  the n  determined by  the data in collaboration with the kinetic model. A  new  not  yet  published  research  of  the  interaction  between  data  from  ITC measurements  and  the  model  suggests  that  a  more  fast‐response  method  is  needed (Personal correspondance with Elmerdahl 2011). In this project data from the hydrolysis is  obtained  by measuring  the  change  of  product  concentration  using  an  amperometric biosensor.  Data  that determines  the degree of  crystallinity  is  in  the  literature  commonly obtained from X‐ray diffraction analysis or dry state 1 H‐NMR. This has not been possible to obtain in  this  project,  but  as  alternative  a  dye  adsorption  study  on  the  substrates  has  been carried out to clarify the surface variety.    
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2. Experimental Setup This section is written to initiate the reader in the overall setup of the experimental work carried out in this project. This is done by an overall outline of both the theory and method behind the three overall steps of the experimental work accounting substrate preparation, substrate analysis, and electrochemical monitoring of cellulase hydrolysis. In the material and methods section further elaboration to this can be found. 
2.1 Substrate preparation 
Regenerated amorphous cellulose (RAC) method. The crystalline state of cellulose can be controlled  in  the execution of  this method.  It  is done  by  initially  adding  phosphoric  acid  and  water  to  Avicel  PH‐101.  Avicel  is  a commercial  microcrystalline  cellulose  product  with  DP  values  between  150  and  300 (Klemm, Heublein et al. 2005). The alcoholic hydroxyl groups of the cellulose will react in an esterification reaction with the σ‐phosphoric acid to produce cellulose phosphate and protons.       𝐻!𝑃𝑂! + 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒    ↔    𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒 − 𝜎𝑃𝑂!𝐻! + 𝐻!  This process will allow the water and the free protons to form hydrogen bonds with some of  the hydroxyl  groups, which originally  combine  the  cellulose  strands.  In  this way  the cellulose strands will dissolute in an acid solution. The acid solution will contribute to an undesirable  hydrolyses  process  of  the  1,4‐β‐glucosidic  linkages, which  is minimized  in this method  by working with  temperatures  around  zero  degrees  Celsius.  By  a  gradual dissolving of the solution the reaction will occur reversible without any recrystallization of the cellulose. (Zhang et al., 2006) As indicated this method is adapted from Zhang et al., 2006 and carried out to produce 4 g/l substrate samples with the following corrections: The phosphate acid concentration was varied over five different m/m per cents ratios within intervals of 2%, ranging from 77  ‐  85%  (77%, 79%, 81%, 83%, 85%). This was done  to  ensure different  amorphous cellulose/crystalline  cellulose  ratios.  These  acid  concentrations  were  inspired  by experimental work  carried out by M. Hall et al., 2010.  (See 4.11  for how  the phosphate acid concentration was varied.) 
2.2 Substrate analysis 
2.2.1 Dye adsorption study using Congo red (DR 28) To examine whether or not the crystallinity variance on the substrates has succeeded, an adsorption  study  is worked out on all  six  samples  (five modified Avicel 101  substrates and one with pure Avicel 101).  It  involves a process where substrate samples are dyed with the direct dye Congo red (DR 28). Elsewhere performed experimental work where cellulose has been dyed with direct dyes has  shown good  correlation between  internal 
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surface  and  dye  uptake.  The  dye  uptake will  indicate  the  accessibility  of  the  cellulose.  Especially  the  dye  Congo  red  is  seen  as  a  sensitive  sensor  for  varying  the  surface crystallinity and is used for this study. (Zeronian 2002) The added dye concentration is varied in five different concentrations to a fixed substrate concentration. The highest dye‐substrate ratio is set on behalf of experience from time‐consuming pilot studies. Here all substrates  were  observed  only  just  saturated  with  this  ratio.  (See  section  4.3.3)  This observation was most crucial for the Avicel sample, which is assumed to have the highest crystalline state and thereby the lowest dye uptake. Absorption at 560 nm on samples is measured after an incubation period and this reveals data for amount of dye adsorbed by the substrate (Γ). From this data it  is possible to conduct a Langmuir isotherm plot and find the max adsorption Γ!"# , which can indicate the extent of the Crystallinity. (Zeronian 2002) 
2.2.2 BCA method As mentioned, the reducing end of cellulose is the attack point for the enzyme applied in this experiment. Even though crystallinity changing treatments like RAC is shown not to have  any  impact  on  the  reducing‐end  concentration  (Hall,  Bansal  et  al.  2010),  a  BCA method  to  measure  this  concentration  is  nevertheless  conducted  on  each  of  the  six samples.  To  support  the  analytic  strength  of  the  BCA  results,  a  classical  dry  matter analysis was carried out as well. 
2.3 Electrochemical monitoring of cellulase hydrolysis The applied enzyme in this experiment  is  the cellobiohydrolase Cel7A (formerly known as CBH1) from the fungi Trichoderma reesei similar to the experimental work performed by  Praestgaard  et  al.  The  Cel7A  is  added  in  a  coupled  assay  with  a  relatively  high concentration of 𝛽‐glucosidases (BG), to a sample of substrate in an electrochemical cell of 5 ml. The function of the BG is to cleavage the cellobiose to glucose continuously as the processively cleavage of cellobiose performance by Cel7A is ongoing. The BG is added in such  excess  ([E]  >  >  [Scellobiose])  as  it  is  assumed  to  convert  all  produced  cellobiose  to cellulose without measurable time lag. Thereby measuring the glucose concentration real time  using  an  amperometric  glucose  biosensor  can monitor  the  activity  of  Cel7A.  The biosensor is constructed in advance by immobilizing a solution of glucose oxidase (GOx) on  top  of  a  graphite  layer  alloyed with  an  electron mediator.  The  produced  glucose  is oxidised  by  the  GOx  leaving  a  GOx  enzyme  on  its  reduced  form.  A mediator molecule thereby  reoxidizes  the  reduced  GOx.  The  now  reduced  mediator  is  reoxidized  at  the electrode surface, giving a current signal. The complete mediation cycle  is  illustrated  in figure 4. (Wang 2008,) 
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Figure 4: Sequence of events that occur in the mediator‐based glucose biosensor (Wang 2008,). The  monitoring  of  the  Cel7A  hydrolysis  is  carried  out  for  the  six  different  substrate samples.  For  each measurement  the  biosensor  setup  is  allowed  to  stabilise  before  the injection  of  Cel7A  is  done.  This  total  setup  is  performed  twice with  two  different  GOx biosensors  and with  a  slightly  different  procedure  in  the  above‐mentioned  step  before injection of Cel7A. In the first trial the substrate and BG is mixed just before it is added in the empty cell, and after a biosensor stabilization period of 5 minutes the Cel7A is added. In the second trial the substrate is added and monitored for 5 minutes before adding BG, then  after  additional  10  minutes  the  Cel7A  is  added.    The  second  trial  procedure visualises to which extent BG is able to catalyse the hydrolysis and thereby compete with the Cel7A (See  figure 6  in section 3.3). The above‐mentioned procedure variance  is not assumed to be crucial for the comparability of these two results and the data is corrected for the BG hydrolysing effect. 
3. Results and discussion 
3.1 Reducing end analysis The aim of the BCA analysis was to make sure that no increase of reducing ends was seen in consequence of the pre‐treating RAC method. The following results, seen in table 1, do not indicate any increase. As a matter of fact the reducing‐end concentration is observed highest  for  the  Avicel  sample,  which  has  not  been  exposed  for  any  considerable  pre‐treating.  Although  statistical  analysis  is  not  carried  out,  the  drymatter  concentration values seem to be constant around 3.3 g/l, and sample 77 seems to fluctuate from this. 
 Table 1 
* Modified with the phosphate acid percent concentration equal to its sample name. 
** Calculated by  𝒅𝒓𝒚𝒎𝒂𝒕𝒕𝒆𝒓𝑴𝑾 𝒈𝒍𝒚𝒄𝒐𝒔𝒆 𝒖𝒏𝒊𝒕 , glycose unit in cellulose = glycosyl, MW glycosyl = 162.1406 g/mol 
*** DP = [Glycosyl] / [Reducing ends] Although  it  has  been  emphasized  to work uniformly with  the heterogenic  samples,  the blurred  tendency  of  a  decreasing  reducing  end  concentration  in  proportion  to  the 
Substrates  Drymatter 
(g/l) 
Glycosyl**  
(𝒎M)  Reducing ends (𝝁𝑴)  DP*** 
Avicel  3.362  20.74  151.6  136.8 
77*  3.608  22.25  145.6  152.8 
79*  3.124  19.27  133.1  144.8 
81*  3.238  19.97  138.0  144.7 
83*  3.101  19.12  118.9  160.9 
85*  3.289  19.67  131.4  159.6 
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supposed crystallinity suggest that this can be a source of error. This could also account for the fluctuating tendency observed in the dry matter content measurements. 
3.2 Saturation values The  max  adsorption Γ!"#  and  the  equilibrium  constant  K  values  were  analysed  by regression  analysis  of  known  residual  concentration  and  dye  uptake  Γ  values  fitting  a Langmuir Isotherm, as illustrated on the left side graph on figure 5.  
    
Figure 5: Left‐side graph: Data is presented as mmol dye uptake as a function of the residual concentration and 
a Langmuir isotherm (red curve) is fitted for each substrate. Right side diagram: The saturation values 𝚪𝒎𝒂𝒙 
revealed from the Langmuir fit is shown in a diagram. A column represents value of the 𝚪𝒎𝒂𝒙 for the substrate 
written below. The column is shown with a standard error calculate from the fit.  The saturation values, illustrated in the right side diagram of figure 5, ranged from 51 to 161.5 mmol dye / kg substrate in the expected order; going from pure Avicel to the most amorphous modified Avicel,  sample 85.  This  confirms  a  successful  crystallinity  varying introduced by the modified RAC method. It is conspicuous that the dye uptake has a great variation within sample 77 and 81. This indicates the same steep continuum between the applied acid concentration used  in  the modified RAC method and  the crystallinity  (CrI) reported  by  Hall.  It  is  noticed  that  only  the  saturation  value  of  sample  79  differs significantly from the rest of the samples. To validate this data the Avicel sample can be compared with values found by (Zeronian 2002).  The  saturated  value  of  the  Avicel  sample  is  twice  the  concentration  found  in Zeronian 2002, which  is 23.50 mmol / kg. However, due to method variation this value considers to be satisfying (see section 4.33). This method variance is discussed below. In the Zeronian method a dry/wet ratio is set to 1%, while in this experiment it is set to 10%. This should not attach great importance because of the fact that this is a relatively low  variance.  This  can  be  certified  by  assuming  that  a  high  dry/wet  ratio  only will  be crucial,  in  the  extent where,  it  either  cause  a  significant  change  in  the  solubility  of  the substrate or where the substrate sticks in the stirring process during the incubation. This is certainly not the case, since the saturated value of this experiment is observed higher than in the data of Zeronian, as previously compared. 
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Furthermore,  the  data  points,  available  for  the  Langmuir  plot,  is  for  this  experiment, halved for the total amount, and lie in a different frame of reference compared to the plot done by Zeronian. In the Zeronian work the added dye / substrate ratio is varied from 0.5 to 5 % weight within ten samples, while it was varied from 0.5 to 56 % weight within five samples in this work. The high added dye / substrate ratio was primarily used to insure that  amorphous  sample would  get  as  close  to  a  dye‐saturated  state  as  possible,  due  to what was indicated by the pilot work circumscribing this method. 
3.3 Electrochemical measurements As  described  in  the  Experimental  setup  section,  two  different  trials  of  electrochemical measurements  were  conducted.  They  were  performed  between  a  time  interval  of  one month,  measured  by  two  different  biosensors  and  slightly  differentiated  experimental setup.  
 
Figure 6: Superimposed data from the six substrate runs in trial 2. The sample is added to the electrochemical 
cell and after 5 and 10 min BG and Cel7A is added respectively. In  figure  6,  the  raw  data  from  the  second  trial  is  superimposed,  which  illustrate  the experimental setup and shows the effect of the addition of BG. Notice that the added BG concentration  is considerable  larger than the added Cel7A ([BG] >> [Cel7a]) and due to this  the  slope  of  the BG  hydrolysis  is  comparable  to  the  slope  of  the  Cel7A  hydrolysis.  Upon  the  addition  of  BG  the  baseline  of  the measurements  is  observed  drifting, which confirms the moderate ability of BG to hydrolyse the substrates. In all the following, this tendency has been deducted from the raw data by subtracting a straight line referring to the BG hydrolyse. (See section 4.4.3). The following figure 7 shows a presentation of all data in both trials.      
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Figure 7: The figure shows the treated data from Dataset 1 (Left‐side graph) and Dataset 2 (Right‐side graph). 
Notice the straight‐line tendency before the Cel7A addition, which refers to the straight line subtracted from 
data to compensate for the BG hydrolyse. In both trials the hydrolysis of Avicel seems to be significant slower compared to all the modified Avicel samples. For both trials no tendency is observed between the overall rate of hydrolyse and the concentration per cent of phosphorus acid used for the pre‐treating of  the  modified  Avicel  samples.  To  compare  the  two  trials,  the  two  dataset  is superimposed in the left graph of figure 8. The marked area with y coordinates from 230 – 245s is zoomed to an enlargement in the right graph. 
Figure 8: (Left‐side graph) All treated samples from dataset 1 and 2 are superimposed. The marked area 
indicate the zoom enlarged in the (Right‐side graph) This  comparison  reveals  a  reasonable  reproducibility  of  the  experiment.  The  main argument for this, is that for both trials the hydrolyse rate of the modified Avicel samples lies  within  the  same  range  and  diverging  to  this,  pure  Avicel  is  observed  with  a considerable slower hydrolyse rate. The variance range between the modified samples is identically for the two datasets as illustrated in the enlargement of figure 8. Contradictory 
Dataset 1 
 
Dataset 2 
 
Dataset 1 and Dataset 2                                     Enlargement 
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to this, an apparent variance is observed, for the hydrolysing rate of pure Avicel. It seems unlikely  to  be  due  to  the  subtracted  straight  line  step  of  the  data  treatment,  since  the addition of BG to pure Avicel already  introduce a actual straight  line, easy  to  fit  (see 2‐avicel  in  figure  6).  The  variance  could  more  likely  be  due  to  auto  hydrolyse  of  the crystalline  cellulose  in  aqueous  environment during  the month between  the  two  trials, although it have not been possible to find any literature, confirming or disconfirming this. Concerning the modified Avicel, no consistent is found in proportion to the chronological order  of  rates  observed  as  function  of  the  modification  degree,  in  comparing  the  two datasets.  In dataset 1  the order of  the hydrolyse rate  is 79>81>85>83>77 while  for  the dataset 2 it  is 79>85>77>83>81. Although no statistically analysis has been carried out, these results are considered to be insignificantly diverging.  The  result  from  the  Cel7A  hydrolysis  and  the  dyeing  experiment  held  together  is equivocal. The tendency found in the literature prescribes the hydrolyse rate to increase with decreasing crystallinity (Hall, Bansal et al. 2010) and (Lynd, Weimer et al. 2002). If the  dye  adsorption  study,  performed  in  this  project  is  reliable  as  a  good  indicator  for varying the surface crystallinity the tendency cannot be confirm on the basis of the terms of  this  experiment.  In  this  way  these  results  are  not  straightforward  to  compare with those generated by M. Hall et al., 2010. The results from M. Halls reveal a linear tendency between the initial rate (after 2 minutes) and the crystallinity degree. For this experiment to  confirm  Halls  data,  sample  77  for  instance,  should  have  had  a  significant  lower hydrolysing rate. As a matter of  fact due to  little crystallinity variance  from pure Avicel observed in the saturation values (see fig 5), the rate of hydrolyse for 77 should only vary insignificantly from pure Avicel, which do not look to be current.  
3.4 Hypothetical explanation What  further  complicates  the  comparison  is  a  diversion  of  parameters  from  that  of M. 
Hall et al. to this present experiment. Two of these, which will now be used in the efforts to  explain  the  results  of  this  experiment  compared  to  the  data  of Hall,  are  the  enzyme substrate ratio applied and the experiment time frame.  In Hall et al. samples of 20 g/l substrate is hydrolysed for 2 minutes by adding a 3.4 g/l cellulases,  which  originate  from  a  Trichoderma  reesei  batch.  This  yields  an  Enzyme  / Substrate ratio of 0.17 while this ratio can be calculated to 0.0027 for this present study. This reveals a substrate enzyme ratio variance around two orders of magnitudes higher in  the M. Hall  experiment. M. Hall  finds  in  an additional  experiment  that  the hydrolyse process  do  not  affect  the  crystallinity  during  a  conversion  study  carried  out  on  pure Avicel.  This  could  indicate  that  the  structure  of  the  Avicel  101  particles  is  uniform through out the whole particle. The following interpretation of the data of this study, to match the data of Hall,  is based on a hypothesis regarding on how to think of an Avicel 101 particle after RAC modification.  
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The following hypnotise is not based on any published data but is presented as a though experiment.  It  is proposed as an attempt to explain the result variance from the data of Hall, et al: 
The  RAC  method  is  converting  the  Avicel  particle  from  out‐side‐in,  as  a  function  of  the 
phosphours acid w/w percent concentration applied in the metode. In this way it leaves the 
particle with a amorphous layer, with a depth depending on the acid concentration, and a 
untouched inner core with the crystallinity of the initial 60 %. The  hypothesis  is  illustrated  in  the  following  picture  (Fig  9)  and  show  four  Avicel particles  pretreatet  with  different  acid  concentration  and  in  consequence  of  the hypothesis  has  different  debts  of  amorphous  layer  (white‐colored  surrounding  layer). This could  for  instance be as an analogue to avicel  (a), 77 (b), 79 (c) and 85 (d) of  this present study.  
 
Figure 9: Avicel particles pretreatet, in the RAC method, with different acid concentration and in consequence 
of the hypothesis has different debts of amorphous layer (white‐colored surrounding layer).  In  cohesion  with  the  above‐mentioned  parameters  (enzyme/substrate  ratio  and experimental  time  frame),  this  hypothesis  can  explain  why  Hall  et  al.  observe  a  rate variance  for  the modified Avicel and  this experiment does not.  It  can be envisaged  that the  relative  high  enzyme  load  in  the M. Hall  experiment,  during  the  experimental  time frame of 2 minutes will work  its way through the amorphous  layer and get retarded  in reaching  the  inner  core.  Quite  the  contrary,  this  retardation  will  not  occur,  as  the relatively low enzyme load applied in this experiment, will only be exposed to amorphous cellulose during the time frame of the experiment.  
3.5 Fitting model to data In  matter  of  applying  the  electrochemical  measurements  on  the  kinetic  model  by Praestgaard,  Elmerdahl et al.,  all  data  samples  is  differentiated  to  a  derivate  curve  and fitted. (See section 4.4.5). Four of these fits are presented below in fig 10, and has been picked  out  to  show  some  tendencies  regarding  the  initially  burst  phase  and  the  noise level. Followed by this, is table 2 containing the parameters yield by the fitting.  
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Figure 10: Four model‐to‐data fit, illustrating noise level and degree burst phase observed. 
Table 2 – Parameters revealed from model fitted to data. 
Dataset  n  k1  k2  k3  S0 
1 ‐ April    (10‐3 s‐1 𝜇m‐1)  (s‐1)  (s‐1)  (𝝁m) 
85 3  45  0.4000  3,6  0.014  66 
83 2 DB   20  0.3100  3  0.014  59 
81 2  15  0.6500  3,5  0.0155  69 
79  22  0.4600  4,4  0.013  67 
77 2  28  0.2100  2,6  0.009  73 
Avicel 2 NB   22  0.0900  2  0.009  76 
2 ‐ Maj    (10‐3 s‐1 𝜇m‐1)  (s‐1)  (s‐1)  (𝝁m) 
851 DB  36  0.1038  4,9   0.0054  66 
831 DB  30  0.1310  4   0.009  59 
813 DB  30  0.1268  4  0.009  69 
792 DB  30  0.1570  4,5  0.012  67 
77 1 DB  40  0.1090  4,2  0.0075  73 
Avicel3 NB  25  0.0900  1,5   0.009  76 
k4 is set to 0,00011 for all fit.  
Noise remark: 1 = Noisy 2 = Quite noisy 3 = Highly noisy 
Burst phase remark: DB = Diminished burst phase, NB = No burst phase Each fit is rated on arbitrary basis in proportion to noise level and to which degree burst phase there has been observed for the derivate data. Theses ratings has been marked in table  2  and  unfortunately  only  sample  1‐79  is  seen  as  an  acceptable  fit  without  any remarks. Because of the bad fit no real tendency can be derived from this fitting analyse and the parameters are hard to compare with parameters found on amorphous Avicel in the literature. The literature finds slightly diverse catalytic rate constants (k2): 1.8 s‐1, 2 s‐1  and  3.5s‐1  ((Kurasin  and  Valjamae  2010)  ;(Gruno,  Pettersson  et  al.  2004);  (Igarashi, Koivula  et  al.  2009)).  The  dissociation  constant  (k3)  is  found  quite  identically  in  two works:  0,0034  s‐1  and 0,0035  s‐1  in  (Kurasin  and Valjamae 2010)  and  (Kipper K 2005) respectively. The obstacle free pathway length n is the only parameter obtained from the 
A) 1‐79 Acceptable ‐ No remarks 
 
B) 2‐79 ‐ Burst diminished and quite noisy  
 
C) 2‐83 ‐ Burst dimished and noisy 
 
D) 2‐Avicel ‐ No burst and highly noisy 
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acceptable  fit  of  1‐79.  The  value  of  22  is  comparable  for  that  found  by  Kurasin  and Valjamae 2010, counting 20.8. As indicated, the magnitude of the burst phase and the extent of noise on the data have been  found  to be  crucial parameters  in providing  an acceptable  fit. Notice  that  all  data from  dataset  2  has  been  found  to  have  a  diminished  burst  phase.  The  origin  of  this tendency can be traced all the way back to biosensor 2, which is seen from the following data (table 3) to have a obvious slow 95 response time (calculated in 4.4.2) 
Table 3: 
 
This data is calculated on the basis of section 4.4.2. This tendency can also easily be recognised in the first 20 second of the experiments, as fig 11 indicate. Notice that data from trail 1, 1‐71 and 1‐81, is seen with the greatest burst. The slow response time fro biosensor 2 entails a kind of lac in the raw data, which cut the burst phase. 
 
Figure 11: Illustration of the first 30 seconds for both dataset. 
3.6 What this project has to add This  section  will  bring  some  concluding  and  perspectival  remarks  to  sum  up  this discussion.   In the substrate preparation for this experimental work, the use of relative wide variation of phosphate acid concentration (77‐85% w/w) to modify the crystallinity of Avicel has shown not to be favourable in the aim to produce good dispersed crystallinity degrees. A steep crystallinity fall within 76‐80 % w/w phosphate acid added, as found in the work of 
Hall et al. 2010, is by this result not disconfirmed. With reference to an expected increase of  the  hydrolyse  rate  as  a  function  of  decreasing  crystallinity,  the  frame  of  reference within this experiment has not been able to reproduce this tendency among the modified 
95% response time (s)  Biosensor 1  Biosensor 2 
First calibration   14   42 
Last calibration  15  58 
     19 / 28 
Avicel substrates. This project suggest arbitrary  in the attempt of explaining this result, that it hypothetically could be due to identical accessible amorphous surfaces exposed for the  relative  small  load of  enzymes during  the  time  frame of  this experiment. Though  it has not been possible to find any evidentially support from the literature. To pursue this matter,  it will be of high  interest to conduct enzyme conversion studies of  the modified Avicel  particles,  to  monitor  crystallinity  during  conversion.  This  could  be  done  in  a similar  setup  to what M. Hall has  carried out,  in matter  of  only pure Avicel.  If  this will provide data where crystallinity will change (increase) during hydrolysing, it will provide supporting  evidence  for  this  suggested  arbitrary  hypothesis.  If  RAC  modified  Avicel particles finds to be non‐uniform through out the particle, in respect of crystallinity, this will  signify  difficulties  in  monitoring  an  dispersion  of  enzymatic  activity  within  the initially burst phase period,  in respect of using RAC modified Avicel as model substrate. This could be a possible hindrance in the matter of achieving data from varying substrate crystallinity,  feasible  for  a  fit  of  the  model  suggested  by  Praestgaard  et  al.  within  the frame of reference for this experiment.  What  primary  has  complicated  a  fit  of  model  to  data  in  this  project,  and  thereby  a derivation  of  applicable  indications  of  model  parameters,  is  the  insufficient  extensive degree of noise, and a  lack of ability of monitoring of  the burst phase. These conditions can be due to a non‐optimised biosensor method and more development and optimizing from the method conditions of this experiment, is needed.   
4. Method and materials This section is written to initiate the reader in the experimental work behind this report. It  is  done  so  by  treating  the  methods  in  a  more  detailed  way  covering  what  is  not mentioned  in  the  Experimental  setup  section.  This  will  hopefully  enable  the  reader  to review the quantity but also the quality of the scientific work.  
4.1 Modified RAC As mentioned this method is adapted from Zhang et al., 2006 and the phosphate acid (PA) concentration  has  been  varied  over  five  different m/m %:  77,  79,  81,  83  and  85.  The method would not be introduced any further, but how the PA concentration is obtained is treated below.     
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4.1.1 Vary PA concentration   The production of 20 ml diluted PA was made from table 4, where density was calculated from the PA 85/water ratio.  
Table 4 
PA  
(m/m %) 
Water 
(m/m %) 
Densitiy  
(g/l) 
v1  
(ml) 
85  15  1.71   
83  17  1.6933  19.33861875 
81  19  1.6766  18.68643234 
79  21  1.6599  18.04344078 
77  23  1.6432  17.40964406 
The volume of PA in 20 ml was calculated by 𝒗𝟏 = 𝒄𝟐 ∙𝒗𝟐∙𝒅𝟐𝒄𝟏∙𝒅𝟏  
4.1.2 Standard buffer  All samples are stored in dilution of std. buffer at 5 ℃. Std. buffer refers to a dilution of 50 mM sodium acetate CH3COONa buffer and 2 mM CaCl2. The CaCl2 works to stabilise the enzyme. 
4.2 BCA All  substrates were diluted 20‐fold and 0.75 ml was added  to 2 ml eppendorf  tubes,  in three  replicates.  To  this  an  equivalent  of  0.75  of  the BCA working  solution was  added. Solutions of glucose with concentration ranging from 0 to 12 𝜇m with an interval of two were prepared similar. All samples were mixed well an incubated at 75 °C for 30 min in a thermo  mixer  with  750  RPM.  After  cooling,  reaction  mixtures  containing  cellulose particles  were  centrifuged  for  2  min.  One  millilitre  of  the  supernatant  was  then transferred  to  a  cuvette,  and  absorbance  was  read  at  560  nm.  The  absorbance  data measured  for  the  glucose  containing  tubes  provides  a  standard  curve.  The  average absorbance within  the  three  replicates  for  each  substrate was  converted  into  reducing end  concentration  by  utilise  the  correlation  found  in  the  standard  curve. Mixing BCA reagent A and B produced the working solution, in 1:1. These reagents were premade and will not be treat in this project.    
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4.3 Surface accessibility and pore size determination by dye adsorption. 
4.3.1. Theory of Langmuir Adsorption Isotherm This method  is bases on  the adsorption  isotherm  introduced by  Irwin Langmuir.  It  is a model that assumes only one reaction is involved in the sorption process described in the following dynamic equilibrium: 
𝐴 +𝑀  surface 𝑘!   ⇌   𝑘! 𝐴𝑀 surface  Where  A  is  the  adsorption  molecule  either  liquid  or  gas,  M  is  the  solid  surface  with nothing adsorbed and AM  is  the solid  surface with compound A adsorbed on  it. This  is based on  the  following assumption  including  that  the surface  is uniform; all adsorption sites  are  equivalent,  adsorption  can  only  process  beyond monolayer  coverage  and  the adsorption sites do not interact with neighbouring sites. From  the  rate  constant  for  adsorption  (ka)  and  desorption  (kd)  following  equilibrium constant K can be written: 
𝐾 = 𝑘!𝑘!  At equilibrium the sum of these two rates is zero and the Langmuir isotherm is given by: Γ = Γ!"# 𝐾 ∙ 𝑐1+ 𝐾 ∙ 𝑐 Where Γ is  the  amount  adsorbed, Γ!"#  the  total  number  of  adsorptions  sites.  (Atkins 2010) This term is later fitted to data in the Origin Pro 8 software.    
4.3.2. Adsorption buffer Due  to  the  end point  of  Congo  red  at  pH =  5,  a  new buffer  for  the  adsorption  study  is prepared. The adsorption buffer is produced with a pH = 7, by taking advantages of the buffer effect of a 50 mM/l phosphate ion solution adjusted with HCL. To this buffer 1 g/l sodium chloride was added as electrolyte. 
4.3.3. Pilot study The method of this Congo red dye adsorption study is adapted from (Zeronian 1996). Due to an arguable poor and a minimal method description, it has been quite difficult to reuse amount ratios suggested in this work. The 60°C 24 hour dying process of this adsorption study has  in  this project been repeated  in around 6  times  in pilot  runs  to circumscribe this method. One of  the obstacles has been  the  reasonably  low  solubility  of Congo  red, which has turned out to be crucial  in solutions with 8 g/l. Further more it has not been possible to use the suggested dry/wet ratio of 1%. During the pilot attempts, the amount 
     22 / 28 
ratios suggested in this method was shelved and a new strategy was used. This strategy implied  some  experiments  where  the  dye  concentration  was  held  constant  around  a theoretical value of 0.35 mg/ml and the substrate concentration was varied from 1 – 0.1 mg/ml.  This  final  breakthrough  showed  all  substrates  to  be  just  saturated  with  the addition  of  0.2 mg/ml  substrate.  From  this  the  amount  ratio  for  the  following  applied method was found.  
4.3.3. Applied method 2 ml of all 4 mg/ml samples were transferred to eppendorf tubes and centrifuged for 2 min.  The  supernatant  was  then  excluded  and  replaced  by  the  above‐mentioned adsorption buffer. A Congo red (DR28) solution in the adsorption buffer was prepared in the  preceding  pilot  studies.  Due  to  several  unclear  preceding  treatments  the concentration of  the Congo red solution  is estimated to 0.7 g/l. On the basis of  this and the  amount  ratios  found  in  the  pilot  study,  the  expected  dye  concentration was  varied from  0.35  to  0.0035 mg/ml  (0.35;  0.175;  0.07;  0.035;  0.0035)  to  a  constant  substrate concentration  of  0.2 mg/ml.  One  reference  series was  produced with  no  substrate.  All tubes were topped up with adsorption buffer to ensure a total volume of 2 ml. The dying process  was  conducted  at  60°C  18  hours  in  a  thermo  mixer  within  1000  RPM.  After cooling, reaction mixtures containing cellulose particles were centrifuged for 2 min. One millilitre of the supernatant was then transferred to a cuvette, and absorbance was read at 497 nm.  
4.3.4 Data treatment From  the  molar  absorptivity ℇ  which  at  497nm  is  demined  to  6.46  ∙ 10! 𝑀!! 𝑐𝑚!! (Iwunze 2010) all relative absorbance is converted into molar concentrations by: 𝑀 = 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑒!"#$%&'"   ⋅  6.46  ∙ 10! 𝑀!! 𝑐𝑚!! The actual start concentration is now equal to what molar concentration is found for the reference series without any substrate. The actual start concentrations were calculated to 0.1124; 0.0577; 0.022; 0.0108; 0.001 g/l. A residual concentration can now be found from the molar concentrations of the samples. In this way dye uptake or amount of adsorbed dye  is  equal  to  the  actual  start  concentration minus  the  residual  concentration.  These quantities is calculated more detail as followed by using the ℇ and the Mw = 696.66 g/mol 
Start concentration (g/l) = 𝑎𝑏𝑠!"#"!"$%"   ∙  ℇ   ∙   𝑀!  
Residual concentration (g/l) = 𝑎𝑏𝑠!"#$%&!   ∙  ℇ   ∙   𝑀!  
Dye uptake (M) = (𝑎𝑏𝑠!"#"!"$%"  −  𝑎𝑏𝑠!"#$%&!)   ∙  ℇ 
Dye uptake (mmol/kg substrate) = !!"# !"#$%&∙!"!!.!!!" !"   
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4.4 Electrochemical measurements The  biosensor  electrode  potential  was  fixed  at  0.60  V  against  a 𝐴𝑔 𝐴𝑔𝐶𝑙 0,1𝑀 𝐾𝐶𝑙 reference electrode at 25 ℃. The current (I) due to the enzymatic oxidation of d‐glucose was recorded as a function of time in a 100nA current range. It is noticed that due to the intermediate BG conversions of cellobiose to two d‐glucose units, this signal is doubled in relation the Cel7A activity. For each measurement the setup is allowed to stabilise for at least 2 minutes before any monitoring is done. A magnetic stirrer stirs the test solution at least  at  500  rpm  to  avoid  a  polarization  or  sedimentation  of  glucose  and  cellobiose (Tatsumi, Katano et al. 2006). All electrochemical measurements were done on degasses solution  to  avoid  oxygen  to  interfere with  the  biosensors.  All  samples where  prepared with a total volume of 5 ml containing 2.5 ml substrate, 0.438 ml BG, and 2.062 ml Std. buffer,  and  an  addition  of  13𝜇L  38𝜇M  (98.8  nM  in  the  cell)  Cel7A  from  Novozymes. Section 4.4.4 will  treat  arguments  for  the use of 0,438 ml BG. All  data was  analysed  in Origin Pro 8 software.  
4.4.1 Biosensor preparation For  preparation  of  two  glucose  oxidase  (GOx)‐immobilized  benzoquinone‐mixed  and carbon paste electrodes, following procedure was followed: 80 mg Graphite and 20 mg p‐benzochiron were weighted out and mixed before adding 70 𝜇g liquid paraffin. This was mixed carefully in a mortar for roughly 30 minutes. Hereafter the  paste  was  packed  hard  and  tightly  into  a  carbon  paste  electrode  holder,  and  the surface  was  carefully  polished  to  maintain  a  straight  surface.  15 𝜇L  of  a  mixture containing  a  1:1  ratio  of  GOD  from Novozymes  and  1  v/v %  glutaldehyde  in  standard buffer was dropped as a drip onto the surface of  the paste on the electrode, which was pointed vertically upwards. The solvent was then allowed to evaporate for 5‐7 minutes, and  the  electrode  was  hereafter  placed  downwards  in  a  container  with  saturated  air humidity  and  stored  overnight  at  5° Celcius.  The  electrode  was,  the  following  day, sprinkled with a jet of miliQ Water, and after this the enzyme was made immobilized by fastening a Whatman™ 0.015um pore diameter membrane and a nylon layer on top of the electrode. Once again the electrodes were stored at 5° Celcius overnight this time in a std. buffer solution.  
4.4.2 Biosensor calibration To  convert  the  data  into  sugar  concentration  the  biosensors  sensibility,  which  covers current over molar, must be measured. This is done in calibration runs where an injecting of 2𝜇𝑙 50 mM d‐glucose  (0.02 mM  in  the cell)  is done  regularly within a given  interval. The  interval  is  set  to  2  minutes  to  ensure  the  system  has  stabilized  at  a  steady‐state current. By plotting this data a calibration curve emerges, as illustrated in figure 12.   
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Figure 12 By plotting the steady state currents as a function of glucose concentration in the cell, a linear correlation is observed (compare figure 12). The slope of a linear regression of the correlation is the sensitivity of the biosensor. The sensitivity of the biosensors has been observed to decline over time in  its early  lifespan. With regard to this,  the sensitivity  is measured between each substrate run by a biosensor calibration.  From the calibration curve  it  is  furthermore possible  to reveal  the response rate of  the biosensor. A 95% response time is calculated on the curve by finding two points, one on each side of the response. The first point (x1;y1) is the y‐min and the second (x2;y2) is y‐max which is set to be close to the maximum of the steady state current. This is illustrated in figure 13. 
 
Figure 13 
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The 95% response time (s) is found by first finding the 95% of the differences between point 1 and 2:  𝑌𝑑𝑖𝑓𝑓  95% = 𝑦2− 𝑦1 ∗ 0,95 From which it is possible to find y values for the 95% response point: 𝑌95%𝑟𝑒𝑠𝑝𝑜𝑛𝑠 = 𝑦1+ 𝑦𝑑𝑖𝑓𝑓 Then  read off  the X95% response on  the  curve  from  the  found y  value,  and  subtract  it from the x1:  95% 𝑟𝑒𝑠𝑝𝑜𝑛𝑠 𝑡𝑖𝑚𝑒 = 𝑥1− 𝑥95% 𝑟𝑒𝑠𝑝𝑜𝑛𝑠 
4.4.3 Data treatment In  the conversion of data  from current  to sugar,  the data  is divided by  the mean of  the sensibility for the calibration before and after. To account for the 1:2 cellobiose d‐glucose ratio all data is furthermore divided by two. This is exemplified with a random data point 8.56 nA and a sensitivity of 0.24605 uA / mM: 8,56 𝑛𝐴 246,05 𝑢𝐴 𝑚𝑀!!    = 0.0348 mM d‐glucose 0,0348 mM  2      = 0.0174 mM cellobiose To subtract the drifting of the baseline caused by the added BG the data is manipulated. This  is  done  in  Origin  Pro  8  software  using  the  function  “Substract  straight  line”.  The straight  line  subtracted  has  been  drawn  from  the  drifting  line  200  seconds  before  the point of enzyme addition. 
4.4.4 BG concentration control To  insure  that  the  BG  is  added  in  the  excess  needed  for  immediately  cellobiose hydrolysing, this control experiment was carried out. An approximated stock solution is found to be 5,7 mg/ml, and the optimal BG concentration (found by the biomass research unit) is 0,5 mg/ml BG. In the following figure the BG concentration is varied within 0,45, 0,5 and 0,55 mg/ml and 10 𝜇𝑀 cellobiose (which is equivalent to the amount of glucose used in the biosensor calibration) is injected. The figure indicate no significant variation between  the  three  samples  indicating  the  0,5  mg/ml  to  be  and  acceptable  excess.  0,5 mg/ml of this BG is in a cell of 5 ml similar to 0,438 ml BG. 
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Figure 14  
4.4.5 Fitting data All data was differentiated  in Origin Pro 8 and all mathematical  fitting were performed using Mathematica 7.0 software. 
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